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Dit proefschrift behandelt de mogelijke rol van microbiële darmflora (DF) in het
ontstaan van Graft versus Host Ziekte (GvHZ) na transplantatie met allogeen (niet
eigen) beenmerg. Transplantatie met allogeen beenmerg is een standaard therapie bij de
behandeling van bepaalde leukemie,ën (bloedkanker) bij de mens. Het succes van de
behandeling van deze ziekten valt en slaat met de mate van agressiviteit van de
chemotherapie of totale lichaamsbestraling waarmee bloedkanker wordt doodgemaakt,
zo ook het eigen (zieke) beenmerg. Aansluitende transplantatie met beenmerg is dan
van levensbelang. In bepaalde gevallen wordt hiervoor het eigen (autologe) beenmerg
gebruikt. Dit autologe beenmerg wordt dan eerst ontdaan van mogelijke bloedkanker
cellen. Deze voorbehandeling (purging) is dus een selectieve eliminatie of scheidings-
stap waarbij de 'goede' cellen worden behouden. Sorns is purging van het autologe
beenmerg echter niet mogelijk. In die gevallen is men aangewezen op beenmerg van
een menselijke (allogene) donor. Allogene beenmerg-transplantatie heeft de meeste kans
van slagen wanneer donor en ontvanger zoveel mogeluk btj elkaar passen. Bij het
maken van een keuze wordt gekeken naar overeenkomsten in de zogenaamde transplan-
tatie antigenen ook wel Major Histocompatibility complex (MHC) genoemd. Bij iedere
diersoort en ook bij de mens heeft dit MHC een eigen naam, zo heet het bij de mens
HLA en bij de muis H-2.
Het kiezen van een geschikte allogene beenmergdonor is daarom zo belangrijk
omdat er na transplantatie van allogeenbeenmerg een situatie kan ontstaan die voor het
algemene begrip soms wordt omschreven als een omgekeerde "afstotingsreaktie". Deze
situatie waarbij getransplanteerde allogene beenmergcellen, anders dan autologe
beenmergcellen, reageren op of tegen weefsels of cellen van de ontvanger wordt Graft
(transplantaat) versus Host (gastheer/ontvanger) Reactie (GvHR) genoemd. GvHR kan
leiden tot specifieke ziekte symptomen er is dan sprake van Graft versus Host Ziekte
(GvHZ). Echter, ook al zijn donor en ontvanger v.w.b. hun MHC volledig identiek dan
nog kan GvHR en dus GvHZ optreden. GvHZ wordt in die gevallen toegeschreven aan
een verschil tussen donor en ontvanger in zogenaamde "minor antigens". Deze
antigenen zijn tot op heden niet of slechts ten dele gedefinieerd.
GvHR wordt algemeen omschreven als een situatie waarbrj funktioneel actieve
witte bloedcellen van een donor direkt dan wel indirekt reageren tegen weefsels van de
ontvanger. Het betreft meestal weefsels van epitheliale dan wel lymphoide oorsprong
dus b.v. huid en darm, respectieveli jk milt, thymus en lymphklieren. GvHZ kent
verschillende tijdsmomenten en verschijningsvormen: acuut respectievelijk chronisch en
hypo- respectievelijk hyperplastisch. Bij de hypo-plastische vorm is er sprake van een
deficiënt immuunsysteem terwijl er bij de hypeqplastische vorm sprake is van een
overmatig tegen "zelf" (auto) reagerend immuunsysteem. Er bestaan verschillende
gradaties en tussenvormen.
GvHZ wordt bepaald door een aantal factoren zoals:
a. een genetisch verschil tussen donor en ontvanger; mate van verschil in MHC
tussen beide
b. de mate waarin bepaalde cellen waaronder T-cellen worden meegetransplanteerd
t72
Santenvatting





































c. het totaal aantal cellen dat wordt getransplanteerd
d. de samenstelling van de rnicobiële darmflora
Ter voorkoming van GvHZ worden hierom bij en na beenmergtransplantatie en aanlal
maatregelen genomen te weten:
a. het MHC van donor en ontvanger wordt zoveel mogelijk op elkaar afgestemd
b. het beenmerg wordt gezuiverd van T-cellen
c. patienten worden met behulp van antibiotica totaal ontdaan van bacteriën (totale
deconlaminatie) en verpleegd onder strikt kiernvrije omstandig-heden
d. voor korte dan wel langere trjd worden medicijnen gegeven orn het
afstotingsproces te voorkomen dan wel af te remmen.
Dankzij al deze maatregelen is GvHZ geen direkte bedreiging meer na allogene been-
mergtransplantatie. Er zijn echter ook negatieve aspecten verbonden aan de maatregelen
ter voorkoming van GvHZ:
a. het selectief verwijderen van T-cellen uit beenmerg, alsmede het geven van
immunosuppressieve therapie ter voorkorning van afstoting, verhoogt de kans op
het terugkomen van het oorspronkelijk ziekteproces alsook de kans op reak-
tivatie van latente al of niet meegetransplanteerde virussen zoals het Epstein-
Barrvirus en Cytomegalovirus en parasieten zoals toxoplasmose
b. verplegen onder strikt kiemvrije isolatie is erg bewerkelijk en kostbaar. Tevens
betekent het zware psychologische stress voor de patient en is niet zonder risico
in verband met de kans op overgroei van het maagdarm-kanaal met resistente
microorganismen. Indien er meer inzicht zou zljn in de ro1 van de darmflora bij
het ontstaan van GvHZ dan kan dit belangrijke konsekwenties hebben voor de
huidi ge wij ze waarop beenmergtran splantaties worden uitgevoerd.
DARMFLORA GEASSOCIEERDE "LATE ONSET" GvHZ (LO-GvHZ)
De relatie tussen darmflora en GvHZ is het beste onderzocht in muizen. Bij
muizen dient darmflora geassocieerde GvHZ te worden onderscheiden van acute GvHZ
na transplantatie met T-cell rijk beenmerg. Darmflora geassocieerde GvHZ treedt in de
muis iets later op na transplantatie en is, in tegenstelling tot acute T-cel gemedieerde
GvHZ, niet altijd lethaal. Om deze reden wordt darmflora gemedieerde GvHZ'Late
Onset' GvHZ (LO-GvHZ) genoemd. De rol van de darmflora is bij de muis gevonden
toen bleek dat LO-GvHZ niet optrad in kiemvrije of totaal gedecontamineerde
ontvangers van T-cell-arm beenmerg, ondanks een totaal H-2 verschil tussen donor en
ontvanger. Uit soortgelijke experimenten is tevens gebleken dat darmflora geas-
socieerde GvHZ kan worden voorkomen wanneer de ontvanger tot +40 dagen na de
transplantatie vrij wordt gehouden van darmbacteriën. Er lijkt dus sprake te zijn van
een kritische periode na transplantatie tijdens welke de ontvanger geen flora mag
hebben; daarna maakt het niets meer uit. Op basis van deze studies is het huidige beleid
voor allogene beenmergtransplantatie bij de mens gebaseerd. Ook brj de mens is inmid-
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dels een relatie tussen darrnflora en GvHZ gevonden.
Het mechanisrne dat LO-GvHZ in relatie tot darmflora doet ontslaan is tot op
heden onduidelijk. Een eerdere hypothese dat infecties met microorganismen uit de
darm en dan met name Gram-negatieve bacteriën w.o. E.coli een belangrijke rol
zouden spelen is niet juist gebleken. Een andere tot op heden gangbare verklaring voor
LO-GvHZ is dat darmbacteriën afweerreacties w.o. antistoffen induceren, die vervol-
gens kruisreageren met weefsels van de ontvanger. Dit zou leiden tot destructie van met
name de thymus en de lymphklieren en uiteindeli jk tot dehcientie van het immuun
systeem. Klinisch geeft dit het beeld van chronische diarrhee, vermagering, huid-
afwijkingen en uiteindelijk dood. Dit beeld toont sterke gelijkenis met de situatie die
optreedt wanneer thymus-loze muizen onder conventionele omstandigheden worden
gehuisvest. De veronderstelling dat kruisreakties tussen darmflora en weefsels in de
ontvanger LO-GvHZ bepalen vormt een belangrijk uitgangspunt voor het in dit
proefschrift beschreven onderzoek.
DARMFLORA EN IMMIJ'LTNSYSTEEM
Darmflora is meer dan alleen een willekeurige hoeveelheid bacteriën die bij
toeval ons maag-darmkanaal bevolken. Alleen al het feit dat er zich in ons lichaam
l0-100 keer meer (voornamelijk anaerobe) bacteriën bevinden dan dat er lichaamscellen
zijn en dat deze bacteriën slechts door één cellaag van gastheerweefsels verwijderd zijn,
geeft aan dat er sprake moet zijn van een bijzondere vorm van symbiose. Onderzoek
heeft uitgewezen dat de darmflora zeer uitgebalanceerd, stabiel en per individu uniek
van samenstelling is. Modulaties van de darmflora, bijvoorbeeld door antibiotica,
hebben direkte effecten op het immuun systeem w.o. het beenmerg. Er is dus sprake
van een zeer nauwe interactie tussen darmflora en gastheer.
Het unieke karakter van de darmflora, samengesteld uit waarschijnlijk vele
honderden verschillende soorten bacteriën in verschillende concentraties oplopend tot
10tI bacteriën per gram dikkedarminhoud, kan zowel morfologisch als immunologisch
(:er tegen gerichte afweerreaktie) worden bepaald. Op deze wijze kan darmflora ten
opzichte van een gastheer (mens of diersoort) als verwant (immunologisch geaccep-
teerd) dan wel niet-verwant worden beschouwd. De fractie die deze relatie bepaalt,
bestaat níet zozeer uit aerobe microorganismen maar grotendeels uit strikt anaerobe
microorganismen. Deze laatste kategorie is bovendien 1000 tot 10.000 keer hoger in
aantal per gram faeces en is dus, waar het gaat om de relatie tot de gastheer, veruit in
de meerderheid.
DOELEN VAN DE STTJDIES
In dit proefschrift zijn de volgende vragen uitgewerkt:
in hoeverre kan modulatie van de unieke en uitgebalanceerde darmflora bij de

































b. in welke mate speelt de samenstelling van de darmflora van de donor een rol in
dit proces
c. is er een relatie tussen de opbouw van darmflora bij donor en ontvanger en het
onstaan van LO-GvHZ
d. kan LO-GvHZ voorspeld c.q. gemeten worden aan de hand van vooraf dan wel
achteraf bepaalde immunologische afweerreacties tegen darmflora bij de donor
resp. de ontvanger
BESCHRUVING VAN DE STUDIES
Hoofdstuk I.
In dit hoofdstuk wordt naast een algemene inleiding over darmflora en GvHZ en een
uitvoerig literatuuroverzicht gegeven over de verschillende elementen van darmflora-
geassocieerde LO-GvHZ na allogene beenmergtransplantatie. Het hoofdstuk wordt
afgesloten met een samenvatting en discussie en de doelen van de verschillende studies.
Hoofdstuk II.
In deze studie worden beenmergtransplantaties beschreven uitgevoerd tussen twee
genetisch totaal verschillende ingeteelde muizenstammen te weten C57Bl en C3H.
Beide muizengroepen werden al of niet oraal behandeld met een smal spectrum
antibioticum om aerobe Gram-negatieve micro-organismen selectief te verwijderen uit
het maag-darmkanaal zonder dat dit effect zou hebben op de strikt anaeroben. Deze
selectieve decontaminatie (SD) werd zowel bij donoren als ontvangers uitgevoerd.
Transplantaties vonden in beide richtingen plaats. SD behandeling van onfvangers had
slechts in één transplantatie richting een beschermend effect en wel van C57Bl naar
C3H muizen. SD behandeling van donoren liet in deze combinatie een toename zien
van de mortaliteit als gevolg van LO-GvHZ. SD van zowel donoren als ontvangers gaf
in beide transplantatie richtingen een afname van GvHZ. De conclusie uit dit onderzoek
is dat andere dan Gram-negatieve bacteriën in de darmflora belangrijk zijn in het proces
dat leidt tot LO-GvHZ. Bovendien blijkt modulatie van donor darmflora veranderingen
te geven in het beenmerg, die LO-GvHZ kunnen versterken. Dit versterkend effect kan
door SD behandeling van de ontvanger deels of volledig worden geneutraliseerd.
Hoofdstuk III.
In een poging om onderscheid te maken tussen de afweer tegen eigen ('SELF") en niet
eigen of allogene (ALLO) darmflora (DF) werd een analyse uitgevoerd van zowel
bloed als beenmerg van C57Bl muizen die 10 dagen eerder in de buikholte waren
ingespoten met of SELF-DF of ALLO-DF afkomstig van C3H muizen. SELF-DF en
ALLO-DF bevatten dezelfde aerobe micro-organismen maar waren morfologisch
verschillend. Dit betekent dat er een verschil was in samenstelling van de in hoge
concentratie aanwezige strikt anaerobe bacterien. Controle dieren werden ingespoten
met fysiologisch zout. Inspuiting met SELF-DF gaf in bloed een significante daling te
zien van het aantal lymfocyten (witte bloedcellen met specifieke afweer funktie) en een
(niet significante) stijging van het aanlal granulocyten (witte bloedcellen met algemene




granulocyten waargenomen. Na zowel SELF- als ALLO-DF werd een significante
stijging gevonden in de niet-specifieke antistof respons van het IgM type. Een van de
conclusies uit deze studie is dat er waarneembare 'immuno-tolerantie' bestaat voor de
eigen darmflora. Bij contract buiten de darm (flora vrij in de buikholte) worden
specifieke afweercellen (lymfocyten) mogelijkerwijs aktief geremd en worden niet
specifieke (primitieve) afweercellen (granulocyten) gestimuleerd. Het IgM zoLr hierbij
het opruimingsproces van ingespoten bacteriën kunnen bevorderen.
Hoofdstuk IV.
In dit hoofdstuk worden beenmergtransplantaties beschreven rnet C57Bl muizen als
donoren en C3H muizen als ontvangers. Om verschil te kri jgen in de samenstell ing c.q.
"flora gevoeligheid" van het beenmerg werden donoren I maal (dag -10) resp. 2 maal
(dag -38 en -10) in de buikholte ingespoten met hun eigen darmflora (SELF-DF) of
darmflora van de ontvanger/recipient (RECIP-DF). SELF-DF en RECIP-DF hadden
een identieke samenstelling aerobe micro-organismen. Controle dieren werden in-
gespoten met fysiologisch zout. Sterfte was significant het hoogst in C3H onvangers
van beenmerg uit IxSELF-DF ingespoten donoren (15/35 :43%) ten opzichte van de
controle donorgroep (4126:15%). De sterfte in C3H ontvangers was niet-significant
het laagst in de groep met 2xSELF-DF donoren (1125:4%) en ongewijzigd in de groep
met IxRECIP-DF donoren (6132:19%) en 2xRECIP-DF donoren (5126:19%). Er
kon geen direkt verband worden gelegd tussen de sterfte door LO-GvHZ en darmflora
specifieke antistoffen in donoren op het moment van beenmergafname. Wel bleek er
een duideli jk verschil te bestaan in de rniltgewicht index na inspuiting met SELF-DF
ten opzichte van RECIP-DF. 2xSELF-DF gaf significant de rneeste rniltvergroting,
mogelijk als gevolg van maximale stirnulatie van de niet-specifieke afweer.
De conclusie, die uit deze studie volgt, is dat de imrnuuncellen in het beenmerg in
verschillende activatie stadia kunnen worden gebracht met name door inspuiting met de
eigen darmflora. In welke mate het activatiestadium van het beenmerg na transplantatie
in genetisch ongelijke ontvangers LO-GvHZ doet ontstaan kan vervolgens weer
afhangen van de mate waarin de samenstelling van de darmflora bij deze ontvanger
overeenkomt met de darmflora van de donor.
Hoofdstuk V,VI,VII.
Alvorens beenmergtransplantaties uit te kunnen voeren met muizen geassocieerd met
verschillende dan wel (bijna) identieke darmflora's werden kiemvrije muizen oraal
besmet met darmflora van verschillende herkomst. In de hoofdstukken V t/rn VII is de
kolonisatie beschreven met respektievelijk een muis verwante (allogene) darmflora
(ALLO-DF) en een muis niet-verwante (xenogene) darmflora (XENO-DF), die van
humane herkomst was. Acht weken na orale besmetting en kolonisatie van het maag-
darmkanaal bleek de ALLO-DF zowel immunologisch als morfologisch (hoofdstuk VII)
veel minder te zijn veranderd dan de XENO-DF. Het hoge percentage (40%)
immunogene (:antistofbindende) bacteriën in de originele XENO-DF was na 8 weken
gereduceerd tot een laag niveau van (10%). In de ALLO-DF bleef dit percentage
ongeveer l0%. Om de aanwezigheid van "potentieel immunogene" bacteriën aan te
tonen, werd bij enkele dieren tijdens het kolonisatie proces tweemaal de originele DF,









Uit dit experiment bleek dat het aantal potentieel immunogene bacteriën in de (muis
niet-verwante) XENO-DF beduidend hoger was dan in de (muis verwante) ALLO-DF.
Door gebruik te maken van een beeldverwerkingstechniek on tevens worden vastges-
teld dat de darmflora van XENO-DF geassocieerde dieren na acht weken verblijf in de
darm een veel grotere variatie te zien gaf tussen individuele muizen dan de darmflora
bij ALLO-DF geassocieerde soortgenoten (hoofdstuk VII). De conclusie uit deze
studies is dat selectie van darmflora (deels) plaatsvindt op basis van het immunogene
karakter van de individuele bacteriën die er deel van uitmaken en dat (potentieel) im-
munogene bacteriën blijvend deel kunnen uitmaken van het maag-darmkanaal mits
dieren geisoleerd gehuisvest blijven (hoofdstuk V).
Hoofdstuk VIII.
In deze complexe studie werden beenmergtransplantatie experimenten uitgevoerd met
C57Bl donoren en C3H ontvangers. De C3H ontvangers waren de eerste generatie
nakomelingen van ex-kiemvrije dieren geassocieerd met originele C3H resp. C57Bl
flora. Op dezelfde wijze als beschreven in hoofdstuk III werden C57Bl donoren l0
dagen voor beenmergafname enmalige geinjekteerd in de buikholte met hun eigen
darmflora (SELF-DF). Controle donoren werden ingespoten met fysiologisch zout.
Mortaliteit in ontvangers van beenmerg van controle donoren was in de C3H1C57BI-DF
groep 21162(:34%) en in de C3H/C3H-DF groep 7137(:19%). Het verschil in
mortaliteit werd significant wanneer SELF-DF ingespoten donoren werden gebruikt. De
mortaliteit steeg in de C3H1C57BI-DF groep naar 12130(:40%) en daalde in de
C3H/C3H-DF groep naar 2123(:$%). De conclusie uit deze studie is dat het
voorkomen van LO-GvHZ in hoge mate samenhangt met de mate waarin darmflora van
donor en ontvanger met elkaar overeenkomen.
Hoofdstuk IX.
In dit hoofdstuk wordt de in hoofdstuk VIII gestelde hypothese, dat homologie tussen
donor en ontvanger darmflora het al of niet optreden van LO-GvHZ bepaalt, nader
getoetst en verfijnd. Hiertoe werden beenmergtransplantaties over een volledige MHC
(H-2) barriëre uitgevoerd met ND2 donoren en C3H ontvangers. De donoren waren of
hetzij kiemvrij of, evenals de C3H ontvangers, lste generatie nakomelingen van ex-
kiemvrije ND2 resp. C3H fokdieren geassocieerd met verwante ALLO-DF (van origine
een knaagdier SPF flora) respektievelijk niet-verwante XENO-DF (humane flora).
ALLO-DF en XENO-DF waren identiek met de flora's zoals beschreven in hoofdstuk
V t/m VII. LO-GvHZ werd alleen in de combinatie ALLO-DF (SPF-MF) donor en
ALLO-DF (SPF-MF) ontvanger significant het meeste waargenomen. In alle andere
combinaties was LO-GvHZ niet tot minimaal aanwezig. De conclusie uit deze studie is
dat lage immunogeniciteit (verwante flora) en homologie van donor en ontvanger
darmflora bepalende factoren zijn voor het optreden van LO-GvHZ na allogene been-
mergtransplantatie.
CONCLUSIE



































als ontvanger beide bepalen of en zo ja in welke mate Lo-GvHZ ontstaat, bestaat er
nog steeds onduidelijkheid over het mechanisme dat eraan ten grondslag ligt. Het feit
dat homologie tussen donor en ontvanger flora alsmede het lage immunogene karakter
ervan belangrijk zijn, impliceert dat de oplossing rnogehjk voort kan kornen uit een
nadere analyse van het type immuunreaktie tegen eigen (verwante) darmflora. De studie
beschreven in hoofdstuk III doet reeds veronderstellen dat de specifieke afweerreaktie
tegen eigen darmflora bewust wordt onderdrukt en dat ter kompensatie niet-specifieke
afweer wordt gestimuleerd. Het niveau waarop deze regulatie plaatsvindt beperkt zich
niet tot de darm maar strekt zich ook uit tot andere plaàtsen zóds het beenmerg.
Cellen, die hierin mogelijk een regulerende rol spelen zljn zogenaamde "natural killer
cells" (NK-cellen). Van dit type cel is bekend dat ze een belangrijke rol spelen tijdens
GvHZ. Nader onderzoek naar een eventuele regulerende rol van NK-cellen in de
regulatie van de immuun respons tegen de darmflora alsmede de inductie van Lo-
GvHZ lijkt dan ook zinvol.
Een tweede belangrijk aspect van de in dit proefschrift beschreven studies voor
klinische beenmergtransplantaties i  dat het zinvol lijkt om zeer gedetailleerd de
immuun respons tegen darmflora van zowel van donor als ontvanger te analyseren
zowel vooraf als na de transplantatie. Er bestaan op dit moment twee technieken die in
aanmerking zouden kunnen komen voor een dergelijke darmflora-analyse te weten
immuno(micro)morfometrie (een combinatie van immuniteits onderzoek (hoofdstuk V
en VI) met morfometrie (hoofdstuk VII)) of analyse van darmflora in cornbinatie met
serum met behulp van een flowcytometer.
Indien het thans gangbare laboratoriumonderzoek an worden aangevuld (na
bevestiging van de juistheid) met het onderzoek zojuist beschreven, dan zal dit
belangrijke consequenties kunnen hebben voor klinische beenmergtransplantaties in de
toekomst. zo zal totale decontaminatie niet meer nodig zijn en dus de daarmee
samenhangende nadelige effecten als kosten, psychische stress en risico van overgroei
met resistente micro-organismen tot het verleden behoren. Bovendien zal GyHZ niet
alleen beter voorspelbaar, maar tevens beter beheersbaar worden, waardoor minder
immunosuppressieve therapie dan alleen op grond van MHC-(in-)compatibiliteit nood-
zakelijk is en daarmee het risico op exogene dan wel endogene virus infecties wordt
verkleind. Beenmerg-transplantatie zal tenslotte nog meer dan nu een routine behande-
ling kunnen worden voor de behandeling van leukemie.
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